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 実験にはヒトホルモンを添加することで発現誘導が起こる系を用い、酵素活性をもつ Ppz1,2 と酵素
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ゼ変異体が基質タンハク質と強く結合することを見出している 3)。我々は Atgタンパク質が Ppzの基質
であると考え、免疫沈降法を用いて酵素活性欠損させた Ppzdを精製し、結合している Atgタンパク質
を抗体により検出しようと試みた。 
 Atg1, Atg2, Atg3, Atg7, Atg8, Atg9, Atg11, Atg12, Atg17, Vps34について検出を行った。検出の結
果、図 1のように Ppzdと結合している Atgタンパク質は検出されず、この方法で Ppzの基質を特定す
ることはできなかった。 
  
                      図 1 精製した Ppzに結合するタンパク質の検出 
  
2. オートファジーにおける Ppz1,2の作用点の同定 
 ほぼ全ての Atgタンパク質は飢餓に呼応して液胞近傍に集積し、PASと呼ばれるドット構造を形成す
る 4)。PASはオートファゴソーム形成開始の場であると考えられており、PASの形成はオートファジー
活性の指標の一つとなる。蛍光タンパク質である GFP を融合させた Atg タンパク質を発現する株を作
成し、蛍光顕微鏡を用いて PASが形成されているかを観察した。 
 観察は富栄養条件下で Atg8と Atg13について行った。酵素活性がある Ppz1,2の過剰発現株で Atg8
の PASへの集積が見られたが酵素活性を失った株では PASへの集積はなかった。(図 2-1) 
  
          図 2-1 Atg8の蛍光顕微鏡観察       図 2-2 顕微鏡観察の定量化 
 
また、Atg8について観察した細胞における PASを持つ細胞の数を算出したところ、酵素活性の有無で
有意差が見られた。このことから富栄養条件下でも Atg8 は Ppz の酵素活性に依存して PAS に集積し
ていることが考えられる。(図 2-2) 
 さらに、オートファジー誘導の最上流因子である Atg13 について観察したところ Ppz の過剰発現で
Atg13の PASへの集積は見られなかった。(図 2-3) 
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         図 2-3 Atg13の蛍光顕微鏡観察 
  





し、オートファジー活性を Atg8の GFP-clevage assayによって検討してみた。GFP-clevage assayは
オートファジーの活性を測る生化学的手法である。Atg8 はオートファゴソーム形成に必須の因子で、
オートファゴソーム膜上に存在し、液胞内に運搬された後、分解される。Atg8 に蛍光タンパク質であ
る GFP を融合させると GFP は強固な構造のために分解せれずに SDS-PAGE 上で遊離 GFP として検
出され、この量をもってオートファジー活性をはかることができる。 
 Ppz1 欠損株、Ppz2 欠損株、野生株のラパマイシン処理時のオートファジー活性を比較した。Ppz1
欠損株では野生株に比べて遊離 GFPの出現量が少なく、Ppz2は野生株と同様の出現量であった。二重
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